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[内容要旨](1，200字以内)
硝子体細胞の限内増殖性疾患における病態の関与が近年注目されている。
我々は、ブタより得られた硝子体組織由来細胞の初代培養・不死化遺伝子導入
による株化に初めて成功した。初代培養細胞、細胞株は共に PDGFαレセプタ
一・PDGFsレセプター・TGF-s1型レセプター.TGF-s I型レセプター・CD44・
I型コラーゲン・ E型コラーゲン.GFAPを発現しており、 8-100~白・サイト
ケラチンの発現はみられなかった。樹立した細胞株からは比較的安定した性質
の細胞が供給されるため、病態の解明に有用である。これらの細胞を TGF-s，
PDGFで刺激したところ、 mRNAレベルでヒアルロナン合成酵素 2(HA82)の発
現克進し、ヒアルロナン産生克進がみられたととから機能蛋白質としてのHA8
の発現克進が考えられた。ヒアルロナンは分子量により多様な生物活性を示す
ことからサイトカイン刺激による HASの発現制御、眼内増殖疾患の病態への関
与の可能性が今後の研究課題である。
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[論文審査結果要旨
平成21年 1月29日
ヒアルロナンは細胞外マトリックスの一つで、あり眼球硝子体の主成分で、ある。ヒアノレロン酸合成酵素
(HAS1、2、3)により合成され、細胞の増殖、遊走、接着、分化などに機能する。申請者は、ブタ眼球より採
取し不死化処理して得られたヒアルロナン合成細胞について調べた。
2歳ブタ眼球の硝子体から採取した*il織を 3-5代継代培養して得られた(不要E化前)細胞に不死化遺
伝子 SV40Tを導入して継代培養し、継代毎の細胞倍加時聞を計測し1乙。不死化前と不死化後 40代培養
した(不死化後)細胞について、 RT-PCRにより PDGFa.bレセプタ一、TGF-b1 . I型レセプター、 CD44、
1 • I型コラー ゲン、ウエスタンフ、ロットにより glialfibrillarγacidic protein (GFAP)、S-100蛋白、サイトケラ
チンの発現を調べた。またヒアノレロナン産生に関して、TGF-b1および PDGF-BBの刺激を用いて、不死
化前と後の細胞に対しRT-PCRにより HAS2、3の発現、不死化後に対しELISAにより培養液中のヒアル
ロナン濃度の変化、 RT-PCRにより smad2、3、4遺伝子導入後のHAS2の発現を調べた。
その結果、不死化により 50代以上の継代が可能となり、細胞倍加持聞は継代につれ延長がみられるも
のの軽微であること、不死化前と後の細胞ともにPDGFa・bレセプター 、 TGF-b1 • I型レセプタ一、 CD44、
1 • I型コラーゲン、 GFAPが発現し、 S-100蛋白とサイトケラチンは発現しないこと、 TGF-b1および
PDGF-BBの刺激により、不死化前と後のf倒包ともにHAS2の発現が充進しHAS3は変化しないこと、不死
化後の締胞で培養液中のヒアルロナン濃度が上昇し、 smad2、3、4遺伝子導入によりHAS2の発現が冗進
することなどが示された。
以上の結果から、申請者は、フータ硝子体から採取した細胞の不死化処理によりヒアルロナン合成・調節
を含め不死化前と同様な性質を示す安定した硝子体細胞株が得られると結論した。
審査会では、本研究で、得られた不死化細胞の起源について、特に GFAPの発現は従来報告されてい
る硝子体細胞の特徴と一致しないことから、さらに組織学的検索が必要との提言がなされた。そこで、申請
者は、ブタ眼球硝子体と毛様体およびその周辺組織、上述の方法で採取した露出哉とこの組織を3-5代培
養して得られた細胞、保存してあった不死化後の細胞について免疫K:!l織により調べたところ、 GFAP陽性
細胞は毛様体と網膜にみられ硝子体には認められないこと、採取組j織には硝子体周辺の組織(毛様体な
ど)の断片が含まれその中にGFAP陽性細胞がみられること、 3-5代培養後には GFAP陽性と陰性の両
方の細胞がみられるのに対し、不死化後には陽性細胞だけがみられるようになることなどが新たに示され
た。審査会では、これらの結果をふまえ慎重に審議した結果、未だ培養細胞の由来が不明確、不死化後
の GFAP陰性細胞の行方が調べられていないなど不備な点がみられるものの、不死化により不死化前と
同様な性質を持つ安定したヒアルロナン合成細胞が得られることを示した点は新規であり、本研究が学位
授与に値すると判断した。なお、学位論文内容については、免疫組織の結果および不備な点に関する考
察を加え修正すること、題目は、培養細胞は毛様体あるいは網膜由来と考えるのが最も適当なので、「硝
子体細胞株jを使わずに修正後論文に相応しいものに変更することなどの要請がなされた。
